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von Pilzen in Paddy Soils 
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Eickhorst1* und Jan Kuever2 
Zusammenfassung 
Pilze haben in Reisböden (Paddy Soils) eine 
große Bedeutung für den Abbau von Reis-
stroh. Ihre Aktivität und Diversität wird dabei 
im Wesentlichen durch die sich im Laufe  
einer Reisanbauphase ändernden Feuchte-
zustände beeinflusst. 
Da durch Verfahren der Kultivierung nur ein 
geringer Teil der im Boden vorhandenen  
Pilze erfasst werden kann, wurden moleku-
larbiologische Methoden eingesetzt, um die 
Pilzgemeinschaften in drei unterschiedlichen 
Paddy Soils Süd-Ost Chinas zu untersuchen. 
Mit diesem Ansatz konnten Populationsshifts 
aufgezeigt werden, die sowohl durch die 
Austrocknung von Paddy Soils als auch 
durch unterschiedliche Reisstrohapplikatio-
nen hervorgerufen wurden. 
Pilze, Reisstroh, Paddy soil, CO2 
1 Einleitung 
Pilze sind in vielfältiger Weise an der Trans-
formation von Nährstoffen im Boden beteiligt. 
Dabei spielen der Abbau organischer  
Substanz sowie symbiotische Funktionen für 
Pflanzen eine entscheidende Rolle (Finlay, 
2007). In den für den Nassfeldanbau von  
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Reis genutzten Paddy Soils sind Pilze für 
den Abbau von Reisstroh von Bedeutung, 
wobei deren Aktivität stark durch die  
wechselnden Feuchtezustände beeinflusst 
wird (Kyuma, 2004). Zum besseren Ver-
ständnis der Ökologie von Pilzen in Paddy 
Soils ist daher die Erfassung ihrer Diversität 
und funktionalen Vielfalt essentiell. Zu die-
sem Zweck sind herkömmliche Methoden 
nur eingeschränkt geeignet, da sie lediglich 
die leicht kultivierbaren Pilzgemeinschaften 
erfassen. 
Zur Untersuchung der molekularen Ökologie 
von Prokaryoten kamen in den letzten Jah-
ren verstärkt molekularbiologische Verfahren 
zum Einsatz, die eine 16S rDNA-basierte 
phylogenetische Differenzierung ermöglichen 
(Amann et al., 1995). Diese Verfahren wur-
den in dieser Arbeit auf die eukaryotischen 
Pilzgemeinschaften in drei unterschiedlichen 
Paddy Soils übertragen und zur Untersu-
chung von Populationsshifts eingesetzt. 
2 Material und Methoden 
Die molekularbiologische Untersuchung von 
Pilzgemeinschaften in Paddy Soils wurde an 
Bodenproben aus zwei Versuchsansätzen 
durchgeführt: (1) Ein Mikrokosmenexperi-
ment zur Simulation des Übergangs von der 
gefluteten zur drainierten Phase des Reisan-
baus (Knauth et al., 2009). (2) Ein Inku-
bationsversuch zum Vergleich verschiedener 
Reisstrohapplikationen in Reisböden (Eick-
horst et al., 2009). Dabei kamen unterschied-
liche Böden aus Süd-Ost China zum Einsatz 
(Tab. 1). Darüber hinaus wurden ausge-
wählte Pilze eingesetzt, die aus diesen Ver-
suchen isoliert werden konnten. 
Die DNA-Extraktion aus Bodenproben erfolg-
te mit Hilfe des FastDNA Spin Kit for Soil 
(MP Biomedicals). Durch PCR wurden Be-
reiche der 18S rDNA amplifiziert (Primer-
kombination NS1f/FR1; Pennanen et al., 
2001). Mit den PCR-Produkten wurden 
DGGE-Analysen durchgeführt (10-45 % de-
naturierender Gradient, 58°C, 180 V, 17 h). 
Die Auswertung der Gele erfolgte über die 
Distanzmatrix und eine anschließende











LC 13 26 61 Sl4 Hydragric Anthrosol 
MC 23 44 33 Ls2 Anthraquic Cambisol 
HC 41 58 1 Tu3 Stagnic Anthrosol 
 
Neighbor-joining-Analyse zur Erstellung 
von Dendrogrammen (Hampl et al., 2001). 
Dominante Banden der DGGE-Gele wur-
den ausgeschnitten, reamplifiziert und  
sequenziert (Agowa, Berlin). Mit den  
Sequenzen wurde ein Multiples Alignment 
generiert (ClustalW), aus dem ein Phy-
logramm berechnet wurde (Tamura et al., 
2007). 
3 Ergebnisse 
Die DNA-Ausbeute variierte bei den unter-
suchten Böden entsprechend ihrer Tonge-
halte (LC>MC>>HC). Aus allen DNA-
Extrakten konnten mit der gewählten Pri-
merkombination 18S rDNA-Bereiche ampli-
fiziert werden. Bei der PCR/DGGE-Analyse 
an den aus Bodenproben gewonnenen 
Isolaten zeichnete sich im DGGE-Gel  
jeweils eine dominierende Bande ab. 
 
Abb. 1: DGGE-Gel mit ausgewählten Pilzisolaten 
und DNA-Extrakten aus dem Mikrokosmenexperi-
ment. 
Allerdings variierten die Laufverhalten der 
PCR-Produkte von einheitlich bestimmten 
Isolaten (z.B. Penicillium rubrum), was auf 
Interspeziesvariationen in den einzelnen 
Ansätzen zurückzuführen ist (Abb. 1). Die 
in der gleichen PCR/DGGE-Analyse ge-
wonnenen Bandenmuster der Bodenpro-
ben zeigten keine Übereinstimmungen mit 
Banden der Pilzisolate. 
 
Abb. 2: DGGE-Gel mit Bodenproben aller Ver-
suchsansätze. 
 
Abb. 3: Dendrogramm der DGGE-Analyse aller 
Bodenproben (Ähnlichkeits- und Distanzmatrix; 
Abb. 2). 
Durch die PCR/DGGE-Anaylse aller Bo-
denproben aus den beiden Versuchsan-
sätzen (Mikrokosmen und Strohapplikati-
onen) konnten z.T. deutliche Unterschiede 
zwischen den Feuchtezuständen der Bö-
den als auch der Strohapplikationen aus-
gemacht werden (Abb. 2). Das entspre-
chende Dendrogramm weist deutliche Zu-
sammenhänge einzelner Versuchsansätze 
auf. So bilden die einzelnen Strohapplikati-
onen ein Cluster, das von den übrigen An-
sätzen abgegrenzt ist (Abb. 3). Ein weite-
res Cluster bilden die Fingerprints der Pilz-
population der Böden LC und MC, was auf 
deren gemeinsame Herkunftsregion in 
China zurückgeführt werden könnte (Eick-
horst und Tippkötter, 2009). 
Die Sequenzen der DGGE-Banden aller 
Versuchsansätze wurden im Phylogramm 
zum größten Teil den Chytridiomycota zu-
geordnet, wohingegen die aus den unter-
suchten Böden isolierten Pilzspezies aus-
schließlich unter den Ascomycota gefun-
den wurden (Abb. 4). Bei den Chytridiomy-
cota handelt es sich um Töpfchenpilze, die 
relativ klein sind und bei der Kultivierung 
nur schwer erfasst werden können. Im 
Vergleich zu größeren, komplexer aufge-
bauten Pilzen, ist die DNA-Extraktion bei 
den Chitridiomycota vermutlich weniger 
problematisch, weshalb diese Abteilung 
unter den sequenzierten Pilzen dominiert. 
Neben Pilz-Sequenzen repräsentierten 
einige Banden auch Protisten-Sequenzen 
(Ciliaten). Dazu zählt auch eine Spezies 
der Cercozoa, die im Phylogramm exem-
plarisch als Außengruppe aufgenommen 
wurde. 
 
Abb. 4: Phylogramm der sequenzierten Banden (rot) und Vergleichssequenzen der durch Anreicherung be-
stimmten Pilzspezies (grün).Respirationskurven im Inkubationsversuch. 
4 Schlussfolgerungen 
Die PCR/DGGE-Analyse von Pilzen aus  
Bodenproben zeigte deutliche Zusammen-
hänge zwischen ähnlichen Varianten und 
Böden aber auch Unterschiede im Vergleich 
zu den kultivierungsabhängigen Ansätzen. 
Schwierigkeiten bereitete die Auflösungstiefe 
phylogenetischer Einheiten bei der Untersu-
chung pilzlicher 18S rDNA. Diese könnte 
durch die Betrachtung der ITS1- und ITS2-
Bereiche (internal transcribed spacer region) 
verbessert werden, was allerdings bei der 
Auswahl von Oligonukleotidsonden für die 
Anwendung der Fluoreszenz in situ Hybridi-
sierung Probleme mit sich bringen dürfte. 
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